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摘要 : 应 用 免疫 组 织 化 学 方法 系统 研究 了 初生 (1 日 龄 ) 到 成 体 (60 日 龄 ) 5 个 发 育 阶 段 各 6 只 棕色 田鼠 
睾丸 和 附睾 内 峻 激素 受 体 (ERa) 的 表达 。 结 果 发 现 : @ 在 生殖 细胞 中 ，1 日 龄 组 幼 鼠 的 生殖 母 细 胞 和 支持 细 
胞 有 微弱 的 ERa 阳性 表达 ，10 日 龄 组 精 原 细胞 中 ERa 有 弱 表 达 ，25 日 龄 组 精子 细胞 出 现 了 较 强 ERa 阳性 表达 ， 
发 育 到 45 日 龄 时 精子 细胞 ERa 阳性 表达 最 强 ， 成 体 组 中 各 级 生 精 细胞 中 均 有 ERa 阳性 表达 。@ 在 间 质 细胞 中 ， 
1 日 龄 组 间 质 前 体 细胞 有 ERa 阳性 表达 ，10 日 龄 表达 减弱 ， 而 到 25 日 龄 增强 ， 至 45 日 龄 达到 峰值 ， 而 成 体 又 
RB. QUE, 1 日 龄 附睾 上 皮 细 胞 有 ERa 阳性 表达 ，10 和 25 日 龄 附睾 管 类 肌 细 胞 出 现 ER 阳性 表达 ，45 
日 岭 和 成 体 附睾 管 上 皮 细 胞 和 类 肌 细 胞 中 均 有 ER 阳性 表达 。 上 述 结果 表明 ERa 可 能 作为 一 种 特异 性 受 体 在 
棕色 田鼠 睾丸 发 育 过程 中 影响 睾丸 间 质 细胞 雄 激 素 的 分 这 ， 进 而 调节 生 精 过 程 和 精子 的 发 育成 熟 。 
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Abstract: In order to investigate the age-specific effect of estrogen receptor a (ERa) in testis and epididymis of man- 
darin voles ( Microtus mandarinus ) the expression of ERa from five age groups [1 (neonatal), 10, 25, 45, and 60 
(adult) days of age] was observed using immunohistochemistry. There were several kinds of ERa-immunoreactive cells in 
the testes and epididymis of normal voles, such as Leydig cells, spermatogenic cells, as well as myoid cells and epithelial 
cells of the epididymis. The distributions and staining intensity of ERa-immunoreactive cells changed greatly with age. 
Statistics showed that: the expression of ERa in pros-permatogonium cells and gonocyte was weak in the neonatal vole. The 
expression of ERa in spermatids appeared at postnatal day 25, as well as day 45 of age. The expression of ERa was detect- 
ed in every developmental stage of germ cell in the adult vole. The expression of ERa in Leydig cells appeared in the 
neonatal vole followed by a decrease in intensity at postnatal day but increasing at postnatal day 25. The expression inten- 
sities of ERa in Leydig cells peaked at day 45 but decreased in the adult. The expression of ERa in epithelial cells was 
found in the neonatal vole and was detected in myoid cells at postnatal days 10 and 25. In the epididymes of 45 day old 
and adult voles, myoid cells and epithelial cells expressed ERa positively. Those results imply a molecular mechanism of 
ERa action. Specifically, ERa may affect the secretion of androgen in Leydig cells as special receptors during postnatal de- 
velopment and spermatogenesis of mandarin voles. 


Key words: Mandarin vole ( Microtus mandarinus ) ; Testis; Epididymis; Estrogen receptor a; Immunohistochemistry 


上 肉 激 素 对 于 雄性 生殖 系统 的 正常 发 育 和 功能 是 Zika (ERa) 来 调节 生殖 系统 的 正常 发 育 。 转 基 


必 不 可 少 的 。 雌 激素 的 作用 机 制 主要 是 通过 峻 激素 ADAKE, ER EARR (EraKO) 的 雄性 
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J’ BS ALB UN FEE RS, HARE EE 
薄 ， 精 子 数 量 和 动物 交配 次 数 减 少 ， 生 殖 能 力 下 降 
(Eddy et al，1996)。 说 明 雌 激素 受 体 在 雄性 生殖 中 
的 作用 明显 。1993 年 ，RaKO 雄性 小 鼠 就 被 用 于 评 
价 输出 小 管 液体 重 吸 收 情况 (Lubahn et al, 1993). 
1996 EWR EM, ERKO 雄性 小 鼠 不 能 生育 ， 虽 
然 睾 丸 在 青春 前 期 是 正常 的 ， 但 在 出 生 20 ~ 40 d 
后 开始 异常 ， 到 第 150 RH, LACARRA, ME 
精子 数 减 少 并 且 异 常 (Eddy et al, 1996), Hess et 
al (20016) 认为 内 源 性 肉 激 素 的 作用 机 制 之 一 是 
通过 ERa 来 调节 睾丸 输出 小 管 和 附睾 头 部 竺 网 液 
的 重 吸 收 。 尽 管 已 有 少数 关于 ERa 分 布 定位 的 形 
态 学 的 报道 ,但 是 结果 颇 不 一 致 ， 有 的 认为 ERa 
只 在 间 质 细胞 中 有 表达 ， 有 的 却 认为 在 生殖 细胞 中 
也 有 分 布 (O'donnell et al, 2001)。 大 鼠 和 小 鼠 的 实 
验证 明 间 质 细 胞 中 有 ERa 的 表达 (Fisher et al, 
1997; Pelletier & Mohamed, 2000; Pelletier et al, 
2000; Saunders et al，2001 ) ， 而 在 灵 长 类 中 的 表达 
结果 却 不 一 致 。Fisher et al (1997) 发 现在 一 些 非 
人 有 灵 长 类 学 丸 间 质 细 胞 中 有 ER 分 布 ， 但 在 West 
& Brenner (1990) 和 Saunders et al (2001) 的 研究 
中 却 没有 发 现 。 可 见 不 同 研究 者 的 研究 结果 存在 较 
KK, Ft, H ÉL (Microtus mandarinus) R O R 
BH NIE A A UA, BRET, ERE t TEE 
西 、 山 西 、 河 南 、 内 蒙古 、 河 北 、 安 徽 、 山 东 、 江 
苏 北部 及 东北 地 区 ， 国 外 主要 分 布 于 俄罗斯 、 蒙 古 
等 地 。 它 们 主要 生活 于 农田 果园 ， 对 农作物 及 果树 
造成 很 大 的 危害 ， 是 一 类 危害 极 大 的 害 鼠 。 有 关 田 
鼠 守 丸和 附睾 峻 激素 受 体 表达 的 研究 目前 尚未 见报 
道 。 本 实验 利用 免疫 组 化 技术 观察 了 上 肉 激 素 受 体 
(ERa) 在 棕色 田鼠 睾丸 和 附睾 中 的 表达 定位 ， 并 
系统 观察 了 其 发 育 过 程 中 的 表达 规律 ， 以 期 为 阐明 
肉 激 素 受 体 (ERa) 在 雄性 睾丸 附睾 的 调控 作用 提 
供 依据 ， 并 为 从 激素 角度 防治 害 鼠 开辟 新 途径 。 


1 材料 与 方法 


1.1 动物 取材 与 切片 制备 

棕色 田鼠 捕 自 河 南 省 灵 宝 市 程 村 ， 饲 养 于 陕西 
师范 大 学 动物 饲养 房 的 塑料 饲养 乱 (0.4 mx 0.28 
mx0.15m) 中 ， 梨 材 为 棉花 ， 垫 料 为 木 局 。 室 温 
(23 + 1)%， 光 照 周期 12L: 12D (光照 时 间 07: 
00—19; 00)， 食 物 、 饮 水 充足 。 实 验 鼠 分 别 为 出 
生 后 1 (24h), 10, 25, 45 和 60 日 龄 (成 体 ) 共 


5 组 ， 每 组 选用 动物 6 只 。 称 重 后 用 4 mg/mL RE 
比 妥 钠 麻醉 (1 mg/100 g (KH), 4% 612537 PR 
HAERERE, METAR Bouin's K+, 
常规 脱水 透明 ， 石 蜡 包 埋 ， 制 成 6 pm 的 连续 切片 ， 
切片 寝 于 覆 有 多 聚 赖 氨 酸 的 载 玻 片上 恒温 箱 烤 干 。 
1.2 免疫 细胞 化 学 染色 

切片 脱 蜡 复 水 后 ， 用 1% 甲 醇 - eh A 
育 20 min 以 封闭 内 源 性 过 氧化 物 酶 ， 然 后 进行 热 
修复 抗原 ， 用 武汉 博士 德 生物 工程 公司 提供 的 
SABC 试剂 盒 中 的 抗原 修复 液 在 室温 条 件 下 修复 抗 
原 10 min， 经 山羊 血清 于 37 CHA 30 min 后 ， 加 
入 ERa 免 抗 多 克隆 抗体 (1:100， 博 士 德 ) 置 于 4 
人 冰箱 过 夜 ， 再 加 入 生物 素 化 羊 抗 兔 IgG 二 抗 ，37 
CARFE 30 min， 最 后 加 入 试剂 盒 中 的 SABC IFA 30 
min， 经 DAB (BER) PEAT, REKE 
分 冲洗 终止 反应 ， 以 上 各 步 间 均 用 0.01 mol/L 的 
PBS 冲洗 3 次 ， 每 次 5 min。 然 后 按 常规 脱水 、 透 
明 、 中 性 树胶 封 片 ， 光 镜 观 察 。 对 照 组 用 0.01 
mol 民 的 PBS 替代 一 抗 进行 免疫 细胞 化 学 染色 ， 其 
他 步骤 同 实验 组 。 
1.3 图像 分 析 

用 Qwin V3 图 像 分 析 系 统 (Lecia) 对 不 同 发 育 
EA BRS AL ERa 的 免疫 组 织 化 学 结果 进行 灰 度 
测试 。 每 个 材料 随机 选取 3 张 切片 ， 每 张 切片 随机 
选取 6 个 视野 测试 10 个 阳性 细胞 的 灰 度 值 取 其 灰 
度 平 均值 ， 即 每 组 共 测 出 18 个 数据 ， 用 SPSS10.0 
for Windows 进行 统计 学 分 析 。 所 测 数据 符合 正 态 分 
布 ， 经 Bartlett RE, JERE, ANOVA NÆR 
测 。 根 据 平 均值 + 标准 差 绘制 统计 表 。 


2 A R 


免疫 细胞 化 学 染色 结果 中 的 ERa 阳性 细胞 ， 
其 阳性 颗粒 为 浅黄 色 至 棕 黄 色 ， 在 胞 质 或 胞 核 内 表 
达 。 
2.1 生殖 细胞 

从 出 生 到 成 体 ER 在 生 精 上 皮 中 表达 不 一 ， 
变化 明显 。1 日 龄 组 生殖 母 细 胞 、 支 持 细胞 中 偶 有 
弱 阳 性 表达 (图 1)。 随 着 细胞 的 分 裂 分 化 ，10 日 
龄 幼女 生 精 小 管 中 的 生殖 细胞 主要 为 精 原 细胞 ， 呈 
弱 阳 性 表达 (图 2); 25 日 龄 ， 生 精 小 管 中 出 现 完 
好 管 腔 ， 未 发 育成 熟 的 精子 细胞 的 胞 核 中 出 现 阳 性 
表达 (图 3); 45 日 龄 ， 出 现 各 级 生殖 细胞 ， 但 是 
精子 很 少见 ，ERa 阳性 表达 主要 呈现 于 精子 细胞 中 
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(图 4)。 随 着 生殖 细胞 的 发 育 ， 性 成 熟 完 成 ， 此 时 
生殖 上 皮 中 包含 了 各 级 生 精细 胞 ， 生 精 小 管 管 腔 中 
形成 大 量 的 精子 ，ERa 在 各 级 生 精 细胞 中 均 有 表 
达 : 精子 中 阳性 表达 最 强 (图 5)， 其 平均 灰 度 值 
为 129.80+7.90 ( 表 1); 其 次 是 精 母 细胞 和 精子 
细胞 ; 精 原 细胞 表达 最 弱 ， 其 平均 灰 度 值 为 144.56 
+6.58 (E 1)。 此 外 在 45 日 龄 幼 鼠 睾丸 的 肌 样 细 
胞 中 也 偶 有 表达 。 对 照 组 结果 均 呈 阴性 表达 (图 
6)。 


2.2 间 质 细胞 

从 出 生 到 性 成 熟 间 质 细 胞 均 呈 ERa 阳性 表达 ， 
只 是 表达 强度 随 日 龄 的 增加 变化 明显 。1 日 龄 阳性 
反应 强度 显著 高 于 10 日 龄 (图 1 一 2); 10 日 龄 阳 
性 反应 最 弱 ， 且 极 显 著 低 于 25 HE (图 2 一 3); 45 
日 龄 阳性 反应 最 强 (图 4); 之 后 阳性 反应 又 减弱 ， 
60 日 龄 的 阳性 反应 仅 比 10 日 龄 的 略 高 (图 5) ( 表 
2) 


表 1 不 同 发 育 阶段 的 棕色 田鼠 睾丸 生殖 细胞 ERa 阳性 表达 


Tab. 1 Positive expression of ERa in germ cells of mandarin voles testis during postnatal development 
ERa 阳性 细胞 的 灰 度 值 Grey scale of ERa postive cells (mean + SD) 








HERF (HAF) Age (postnatal days) (Hf) 精 原 细胞 精 母 细 胞 精子 细胞 精子 
Spermatogonium Gonocyte Spermatid Germ cell 
1 0 0 0 0 
10 170.39 +4.29 0 0 0 
25 - - 118.30 + 8.58 0 
45 - - 100.32 +7.21 0 
60 《成 体 Adult) 144.56 + 6.58 137.53 + 6.06 132.19 + 6.47 129.80 + 7.90 


-表示 ERa 阴性 反应 (Representing ERa negative reaction) o 
表 2 FARAH RYE AS AL ARA ERa 
阳性 表达 
Tab. 2 Positive expression of ERa in Leydig cells of 
mandarin voles testis during postnatal develop- 





ment 
E (HA) ERa PHE SE AL IE P M A BETA 
Auer postnatal daw) Grey scale ete ne Leydig cells 
1 104.93 + 7.764 
10 139.19 + 3.688 
25 102.99 + 3.91“ 
45 79.90 + 3.28 
60 (WIE Adult) 120.02 + 8.745 


同 列 上 标 字母 不 同 的 平均 数 间 差 异 极 显著 (ANOVA 方差 分 析 检 
验 : n=6, P<0.001)o 

Means with different superscript letters are significantly different in the 
same column (ANOVA test: n=6, P<0.001). 


2.3 Hi E 

由 于 附睾 在 发 育 过 程 中 变化 较 大 ， 所 以 ERa 在 
附睾 中 的 表达 也 有 明显 的 不 同 。1 日 龄 组 附睾 的 附 
Sk. Sh, NERHHERNAS, TEME 
上 皮 细 胞 中 出 现 (图 7); 10125 HEHA, MEL 
与 附睾 体 尾 的 表达 变化 明显 ，EReu FESS SE 
周围 的 连接 组 织 以 及 平滑 肌 细 胞 中 呈 阳 性 表达 (图 
8—9), ， 而 在 附睾 体 和 附睾 尾 见于 构成 管 壁 的 类 肌 


细胞 ， 整 个 附睾 中 管 间 连 接 组 织 均 没 有 阳性 反应 ; 
45 日 龄 组 在 附睾 体 上 皮 细 胞 和 管 周 的 类 肌 细 胞 中 见 
有 ERa 阳性 表达 (图 10); 成 体 附 备 头 管 周围 的 连 
接 组 织 未 见 阳 性 反应 ， 只 有 平滑 肌 细 胞 呈 间 断 性 阳 
性 表达 ; 附睾 体 和 尾部 、 附 备 管 类 肌 细 胞 和 构成 管 
壁 的 一 些 上 皮 细 胞 有 阳性 反应 (图 11)。 对 照 组 附 
举 各 部 均 为 阴性 反应 (图 12)。 


3 讨论 


在 棕色 田鼠 睾丸 的 整个 发 育 过 程 中 ， 从 幼体 到 
成 体 ERa 的 表达 主要 集中 于 间 质 细胞 ， 与 现 有 大 部 
分 文献 报道 结果 一 致 : Rago et al (2004) 在 幼体 猪 
告 丸 中 利用 免疫 组 化 发 现 ERa 在 间 质 细胞 中 表达 ; 
Fisher et al (1997) 也 报道 新 生 大 鼠 和 绒 猴 的 间 质 
细胞 中 分 布 有 ERa; Pelletier et al (2000) 利用 免疫 
组 化 和 原 位 杂交 显示 在 大 鼠 间 质 细胞 中 有 ERa 和 
ERa mRNA 的 表达 。 同 样 ， 在 小 鼠 、 猫 、 狗 睾丸 间 
质 细 胞 中 也 含有 ERa (Zhou et al, 2002; Sar & 
Welsch, 2000; Nie et al, 2002). AM, RKALI 
间 质 细胞 是 否 有 ERa 表达 和 存在 尚 有 争议 。 有 研究 
表明 ， 一 些 非 人 灵 长 类 间 质 细胞 ER 免疫 染色 阳性 
( Fisher et al,1997) ,人间 质 细 胞 ERa 免 疫 染 色 也 
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1-2 棕色 田鼠 睾丸 和 附睾 中 肉 激 素 受 体 a 的 表达 
Figs, 1-12 Expression of estrogen receptors a in testis and epididymes of mandarin voles 
标尺 长 度 均 为 10 pm (Bar scale = 10 pm) 
1. 初生 组 ， 示 ER 阳性 表达 的 间 质 区 细胞 (>)， 生 殖 母 细胞 (>) 和 支持 细胞 (会 ) [Showing ERa positive Leydig cell (=), gono- 
cyte cell (-》) and sertoli cell ($) at birth]; 
2. 10 日 龄 组 ， 示 ER 阳性 表达 的 间 质 区 细胞 (>) 和 精 原 细胞 〈-》) [Showing ERa positive Leydig cell (>) and spermatogonium (->) 


on 10d]; 

3.25 日 龄 组 ， 示 ER 阳性 表达 的 间 质 细胞 (>) 和 中 精子 细胞 (>) [Showing ERa positive Leydig cell (>) and spermatid (-》) on 25 
dl; 

4, 45 日 龄 组 ， 示 ERa 阳性 表达 的 间 质 细胞 (>) 和 精子 细胞 (>) [Showing ERa positive Leydig cell (>) and spermatid (--3) on 45 
dl; 

5. 成 体 组 ， 示 ER 阳性 表达 的 间 质 细胞 (>) 和 精子 (-》) [Showing ERa positive Leydig cell (>) and sperm (--)) in adult]; 

6. RRAÄHERTER (Showing negative of testis) ; 

7. 初生 组 ， 示 ER HERA A E BARR (>) [Showing ERa positive epithelial cells (>) at birth]; 

8. 10 日 龄 组 ， 示 ERa PERA LR (>) 阴性 的 连接 组 织 (>) [Showing ERa positive epithelial cells (>) and negative 


connective tissue cells (—)) on 10 d]; 


9. 25 日 龄 组 ， 示 ER 阳性 表达 的 附睾 上 皮 细 胞 (一 ) 和 连接 组 织 细胞 (>) [Showing ERa positive pithelial cells (>) and connective 
tissue cells (3) on 25 d]; 


10. 45 日 龄 组 ， 示 ERa 阳性 表达 附睾 上 皮 细 胞 (>) 和 连接 组 织 细胞 〈 一 ) [Showing ERa positive epithelial cells (>) and connective 
tissue cells (3) on 45 d]; 


11， 成 体 组 ， 示 了 ERa 阳性 表达 附睾 上 皮 细 胞 (>) 和 阴性 连接 组 织 (>) [Showing ERapositive epithelial cells (>) and negative connec- 
tive tissue cells (--)) in adult]; 
12. IMS ERc 阴性 对 照 [Showing negative of epididymis]. 


是 阳性 (Pelletier & Mohamed, 2000); 但 其 他 关于 ” 细胞 ER 免疫 染色 研究 却 未 得 出 阳性 结果 。 本 实 
人 类 (Saunders et al, 2001) 及 非 人 灵 长 类 (Saun- 验 显 示 ， 从 初生 组 到 成 体 符 丸 间 质 细胞 中 均 有 ERa 
ders et al, 2001; West & Brenner, 1990) 举 丸 间 质 的 表达 ， 且 随 着 发 育 阶段 的 不 同 而 不 同 。 由 此 可 以 
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推测 在 棕色 田鼠 性 成 熟 过 程 中 ER 介 导 上 峻 激素 调 
节 睾 丸 间 质 细胞 的 发 育 ， 同 时 也 可 能 作为 一 种 特异 
性 受 体 影响 间 质 细胞 中 雄 激 素 的 合成 与 分 泌 。 在 举 
丸 间 质 细胞 的 发 育 过 程 中 ， 本 实验 首次 发 现 45 日 
RES ER 表达 最 强 ， 其 具体 作用 机 
制 还 有 待 于 进一步 的 研究 。 已 有 研究 表明 ， 大 鼠 在 
出 生 第 五 天 注射 肉 二 醇 后 ， 到 60 日 龄 时 睾丸 中 没 
有 成 熟 的 间 质 细胞 ， 说 明 性 成 熟 前 大 鼠 间 质 细 胞 的 
发 育 受 肉 二 醇 的 抑制 (Abney，1999)。 但 本 实验 发 
Oh, 棕色 田 自 25, 45 日 龄 时 ， 即 性 成 熟 前 睾丸 生 
精 小 管内 未 发 育成 熟 的 精子 细胞 中 出 现 阳 性 表达 ， 
一 直 持 续 到 性 成 熟 。 之 前 还 未 见 类 似 报道 。 从 实验 
结果 推测 ，ERa 可 能 介 导 雌 激素 促进 生殖 细胞 的 发 
育 ， 这 对 生殖 细胞 的 分 化 、 发 育 有 重要 的 作用 ， 但 
具体 的 作用 机 制 还 有 待 于 进一步 的 研究 。 实 验 同时 
显示 ， 在 性 成 熟 的 雄性 个 体 睾 丸 生 精 小 管内 ， 各 级 
生 精 细胞 均 有 不 同 程 度 ERa 阳性 表达 。Pelletier et 
al (2000) 利用 免疫 组 化 和 原 位 杂交 发 现 ， 在 大 鼠 
精子 细胞 和 次 级 精 母 细胞 中 有 ERa 和 ERa mRNA 
的 表达 。Pentikanen et al (2000) XA ZAHA 
DA, ER 在 减 数 分 裂 早 期 的 生殖 细胞 〈 偶 线 期 和 
早 粗 线 期 的 初级 精 母 细 胞 ) 和 早期 的 长 形 精 子 细胞 
中 强烈 表达 。 也 有 报道 认为 ER EKA SAP 
表达 占 主 要 地 位 (Kuiper et al，1997)。 根 据 ERa 
在 棕色 田鼠 睾丸 生殖 细胞 中 的 表达 结果 推测 E 
素 可 能 直接 影响 精子 发 生 。 也 有 证 据 表 明 ， 雌 激素 
在 曼 丸 中 不 仅 间接 影响 生 精 小 管 中 生 殖 细胞 的 发 
育 ， 而 且 直接 影响 精子 的 发 生 ， 抑 制 生 精细 胞 的 的 
凋 亡 (Pentikanen et al, 2000). "HAAR ART AE 
PEE LAME, BS ALAR 
的 数量 和 精子 的 成 熟 (Li et al, 1997; Shetty et al, 
1997)。 对 上 述 诸多 关于 ERa 在 睾丸 分 布 和 定位 研 
究 结果 相互 矛盾 的 现象 (这 种 现象 在 利用 免疫 组 化 
技术 检测 时 更 为 明显 ) O'donnell et al (2001) iA 
为 ， 主 要 的 原因 是 不 同 抗体 的 应 用 ， 因 为 这 些 抗体 
可 以 和 ERa 分 子 不 同 的 区 域 结 合 ， 还 可 以 检测 到 
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